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(54) Tide: NUCLEIC ACID ISOLATION 
(54) TItre: ISOLEMENT DE L'ACIDE NUCLEIQUE 
(57) Abstract 

A method for aqueous phase nucleic acid isolatiai from a sample, comprising a step of nucleic acid adsoiption on a 
substrate, is disclosed. TV method comprises an ads(»ption reagent preparation step (a) providing an adsoiption reagent that 
sol consisting of an aqueous continuous phase and a dispersed paiticulaie substnte phase including a fimctionalised particulate 
prepared by polymerising (1) a first water-soluble aaylamide or aciylamide derivative monomer, (2) at least one cross-linking 
(3) at least one second water-soluble, cationic and functional monomer, said polymer having a predetermined lower critical 
temperature (LCST) of 25-45 "C; a contact step (b) wherein the adsorption reagent is contacted with the sample containing the 
an adsoiption step (c) wherein, to cany out the contact step (b). at least one parameter is selected for the reaction medium, saii 
being a pH no higher dian 7, an ionic strength no higher than 10"^ M, and a temperature lower than the polymer LCST. a „r_. 
(d) wherein the dispersed phase is separated fiom die continuous phase, optionally after it has been observed dut adsoiption has 
and a desoiption step (e) wherein the nucleic acid is desoited fhmi the particulate substrate by increasing die ionic strengdi until 
strength higher than 10-^ M is adiieved. 

(57) Khrigi 

Vrodde d'isolement, en phase aqueuse, d'un matiriel nucWique. present dans un fchantillon, comprenant une <tapc d'adsoiption dudit 
materiel nucl6ique, sur un support particulaire, cmsxtnst en ce que: selon une dtqie (a) dite d'obtention du rfactif d'adsorption. on dispose 
d'un riactif d'adsoiption comprenant un sol constitui par une phase continue aqueuse ct une phase discontinue du support particulaire qui 
comprendunpolymire particulaire, fonctionnalisd. teditpolymte^tamobtenu par polymerisadonde(l)un premier monomerehydnsoluble. 
d'aciylamide ou d'un diriv^ d'aciylamide, (2) au moins un agent de reticulation et (3) au moins un second monomire. fonctionnel. cationique 
et hydrosoluble, et ledit polymire prfsentant une tempAatue critique inftrieure de sohibilite (LCST) pr£d6ieiniin6e qui est comprise entre 
25 et 45 "C; selon une tope (b) dite de mise en contact, on met en contact le rfacdf d'adsoipdon avec I'ediantillon contenant le materiel 
nucieique; selon une etape (c) dite d'adscnption, pour la mise ta contact selon (b). on choisit au moins un des paiamtees suivanis pour 
le milieu reactiomel: pH au plus ^gat i 7; fon% ionique au phis ^gate ft 10-^; temptemire infiSrieuie i la LCST du polymto; selon 
une 6tape (d) dite de s<paradon, aprts eventuellement avoir observe que I'adsoiption a eu lira, on s^Mie la phase discontinue de la phase 
continue; et selon une etape (e) dite de desoiption, on dissocie. par desoiption. le materiel nucKique par rsfpon au support particulaire, en 
auomentant la force ionique jaaqn'k une force ionique superieure ft 10"^. 
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ISOLEMENT OE L'ACIDE NUCLEIQUE 

La prfisente invention appartient au doioaine de la 
purification des acides nucl^iques, en milieu aqueux. 
5 On connalt salon le document WO-A-95/04140 un 

procSdfi pour purifier, en milieu aqueux, des acides 
nucl6iques presents dans un 6chantillon, selon lequel on 
met en contact ledit 6chantillon avec un systdne 
particulaire consistant en des billes de silice, en 
10 presence d'une substance chaotropique, puis on sSpare de 
la solution aqueuse finale les acides nucleiques fixSs sur 
les billes. 

Conform&nent au document F. MEUNIER et al.. 
Polymers for Advanced Technologies, Vol 6, pp 489-496, 

15 (1995), on decrit la preparation d'un polymftre dfinomme 
PNIPAM, par polymSrisation de (1) N-isopropylacrylamide, 
(2) N,N-mgthyl6ne bisacrylamide et (3) chlorure de 2- 
aminoSthyl-mSthacrylate, en presence d'un amorceur de 
polymSrisation. Le comportement de ce polymSre 

20 fonctionnalis6 en surface peut le rendre particuliferement 
adapts a une fixation par covalence, de molfecules 
biologiques. 

Le document EP-A-0 161 881 enseigne qu'un polymSre 
thermosensible tel que les polymferes obtenus par 

25 copolymer isation de monomdres de N-alkyl- ou de N- 
alkyldne-acrylamide ou mfethacrylamide et de monomSres de 
derives acryliques ou mSthacrylique, peut Stre utilisi 
dans I'isolement de matSriel biologique, grace a sa 
capacity a changer de structure en fonction de la 

30 temperature. II presente une structure deployee a basse 
temperature, qui facilite la fixation d'un materiel 
biologique, et une structure rStractee a haute 
temperature, qui permet la liberation du materiel 
biologique fix6. Le contrSle des etapes de fixation et de 

35 liberation du materiel biologique peut done etre effectue 
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par variation de la temperature. Pour un meilleur 
contrdle, on peut en outre faire varier le pH. 

L» utilisation propos6e par ce document s'Stend a 
I'isolement de tout materiel biologique present dans un 
5 gchantillon, et notanunent materiel nucliique et materiel 
protSique, sans aucune specificity. 

Selon 1' invention, on apporte un procSd^ 
d'isolement sfelectif d'un materiel nuclSique, prfesent dans 
un fechantillon. H§ne si l'6chantillon est complexe et 
10 contient un matferiel protfiique et/ou des inhibiteurs de 
reaction enzymatique, le proc6d§ de 1' invention limite 
voire supprime tout isolement du materiel protSique et/ou 
desdits inhibiteurs, tout en favorisant I'isolement du 
mat§riel nuclSique. 
15 . Un procfedS d« isolement en phase aqueuse, selon 

1« invention, d«un roatferiel nuclSique prfesent dans un 
fichantillon, comprend les Stapes suivantes : 

selon une etape (a) dite d'obtention du r6actif 
d' adsorption, on dispose d'un rfeactif d' adsorption 
20 comprenant un sol constituS par une phase continue aqueuse 
et une phase discontinue du support particulaire qui 
comprend un polymfere particulaire, fonctionnalise, ledit 
polymere etant obtenu par polymerisation de (1) un premier 
monomere hydrosoluble, d'acrylamide ou d'un d6riv6 
25 d'acrylamide, (2) au raoins un agent de reticulation et (3) 
au moins un second monomfere, fonctionnel, cationique et 
hydrosoluble, ledit polymfere pr6sentant une temperature 
critique infSrieure de solubility (LCST) pr€d6terminee qui 
est comprise entre 25 et 45»C, de prfifSrence entre 30 et 40'C, 
30 selon une etape (b) dite de mise en contact, on 

met en contact le rSactif d 'adsorption avec 1 • §chantillon 
contenant le materiel nucieique, 

selon une etape (c) dite d' adsorption, pour la 
mise en contact selon (b), on choisit au moins un et de pr6£6rence au 
35 moins deux des paramStres suivants pour le milieu rSactionnel: 
- pH au plus fegal a 7, 
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- force lonique au plus egale i 10-2 m, 

- temperature infgrieure d la LOST du polyni6re, 
selon une fitape (d) dite de separation, aprds 

feventuellement avoir observe que 1' adsorption a eu lieu, 
5 on separe, de la phase continue, la phase discontinue et 
notanment celle ayant adsorbs le matiriel nuclSique, 

selon une Stape (e) dite de dSsorption, on 
dissocia, par dfesorption, le materiel nucieique par 
rapport au support part icula ire, en augmentant la force 
10 ionique jusqu'H une force ionique supSrieure a 10~2m. 

Avantageusement, pour I'etape (e) de desorption, 
on fait en outre varier au moins un des paramStres choisis 
parmi le pH et la temperature comme suit : 

- augmentation du pH jusqu'd un pH super ieur Si 7, 
15 - augmentation de la temperature jusqu'a une 

temperature superieure Sl la LCST du polymere. 

L' invention concerne aussi un precede d'isolement, 
en phase aqueuse, d'un materiel nucieique, present dans un 
echantillon, comprenant une etape d' adsorption dudit 
20 materiel nucieique, sur un support particulaire, 
permettant une utilisation en I'etat du materiel nucieique 
adsorbe sur le support particulaire, dans une etape 
ulterieure d' analyse. Ce precede comprend les etapes 
suivantes : 

25 selon une etape (a) dite d'obtention du reactif 

d* adsorption, on dispose d'un reactif d' adsorption 
comprenant un sol constitue par une phase continue aqueuse 
et une phase discontinue du support particulaire qui 
comprend un polymSre particulaire, fonctionnalise, ledit 

30 polymfere etant obtenu par polymerisation de (1) un premier 
monomere hydrosoluble, d'acrylamide ou d'un derive 
d'acrylamide, (2) au moins un agent de reticulation et (3) 
au moins un second monomere, fonctionnel, cationique et 
hydrosoluble, et ledit polymire presentant une temperature 

35 critique inferieure de solubilite (LCST) predeterminee qui 
est comprise entre 25 et 45°C, 
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selon une 6tape (b) dite de mise en contact, on 
met en contact le rfeactif d' adsorption avec 1 'echantillon 
contenant le matiriel nucl6ique, 

selon une 6tape (c) dite d • adsorption , on choisit, 
5 pour la mise en contact selon (b) , une force ionique au 
plus Sgale a 10'^ H pour le milieu rSactionnel, 

selon une 6tape (d) dite de separation, aprds 
#ventuellement avoir observe que 1' adsorption a eu lieu, 
on sSpare la phase discontinue de la phase continue, 
10 procSde selon lequel I'Stape de d^sorption est 
facultative. 

Conformfement a une mise en oeuvre pr^f irentielle 
ce dernier procidS, selon I'^tape (c) d' adsorption, on 
choisit en outre, pour la mise en contact selon (b) , au 
15 moins un des paramdtres suivants pour le milieu 
r^actionnel : 

- pH au plus egal & 7, 

- temperature infer ieure a la LCST du polymere. 
Bien entendu, ce precede peut comprendre, apr6s 

20 I'etape (d) de separation, une etape dite de desorption, 
selon laquelle on dissocie, par d6sorption, le materiel 
nucieique par rapport au support particulaire, en faisant 
varier au rooins un des paramStres choisis parmi la force 
ionique, le pH et la temperature, comme suit : 

25 - augmentation de la force ionique jusgu'ft une 

force ionique superieure & lO'^M, 

- augmentation du pH jusqu'a un pH sup6rieur Sl 7, 

- augmentation de la temperature jusqu'A une 
temperature sup6rieure a la LCST du polymSre. 

30 On fait avantageusement varier au moins la force 

ionique. 

Les procedes definis ci-dessus selon 1' invention 
seront pr6f erentiellement mis en oeuvre selon deux 
variantes relatives a I'etape (a). 
35 Selon une premiSre variante qui sera illustree 

dans les Exemples, le support particulaire consiste en 
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ledit polymdre particulaire, et dans ce cas le ou les 
agents de reticulation (2) sont hydrosolubles. 

Selon une seconde variante, le support 
particulaire comprend en outre un noyau organique ou 
5 inorganique, recouvert en totality ou en partie par ledit 
polym&re particulaire, ledit noyau ne modifiant pas les 
propri6t6s d' adsorption du polymSre vis-a-vis dudit 
materiel nuclgique. Le noyau ou partie du noyau remplit 
alors la fonction de I'agent de reticulation (2), un autre 
10 agent de reticulation du type agent de reticulation 
hydroBoluble pouvant etre pr6vu. A titre d'exemple, le 
noyau peut etre un noyau de polystyrene, et/ou comprendre 
un composre magnetique. 

Selon une mise en oeuvre particulidre et 
15 preferentielle de ces precedes, on ajoute dans 
I'echantillon avant I'etape (b) , ou dans le milieu 
reactionnel aprSs 1 ' etape (b) , et notamment aprds 1 • itape 
(c) ou 1^ etape (d), au moins une sonde et/ou une amorce 
susceptible de s'hybrider sp6cif iquement sur le materiel 
20 nucieique avant ou aprds 1' etape (b) . 

Dans une autre mise en oeuvre particuliere, le 
materiel nucieique consiste en une sonde ou une amorce, et 
selon (b) et (c) on met en contact le reactif d' adsorption 
avec ledit materiel nucieique, pour obtenir un reactif 
25 d* hybridation, puis selon (b«) aprfes eventuellement avoir 
observe que 1' adsorption a eu lieu, et separe du milieu 
reactionnel le reactif d* hybridation, on met en contact 
ledit reactif d ' hybridation avec un milieu contenant au 
moins un acide nucieique ou fragment d'acide nucieique, 
30 dans des conditions adapt6es pour 1 'hybridation ou 
1' elongation de 1» amorce. 

Le polyinere particulaire est avantageusement 
obtenu par polymerisation radicalaire, en presence d'un 
amorceur de polymerisation, cationique ou neutre, et 
3 5 hydrosoluble . 
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Le premier monomSre (1) est de preference choisi 
parmi les N-alkylacrylamides et les N,N- 

dialkylacrylamides, et plus particuliferement parmi le N- 
isopropylacrylamide, le N-6thylm§thacrylamide, le N-n- 
5 propylacrylamide, le N-n-propylmethacrylamide, le N- 
isopropylmfethacrylamide, le N-cyclopropy lacry lamide , le 
N,N-di6thylacrylainide, le N-m6thyl-N-isopropylacrylamide, 
le N-mSthyl-N-n-propy lacry lamide, le premier monomSre 
#tant de pr6f6rence le N-isopropylacrylamide (NIPAM) . 

10 Le ou les seconds monomeres, fonctionnels (3) sont 

de preference choisis parmi les derives acryliques et 
mithacryliques, le chlorure de 2-aminoethyl methacrylate 
(AEM) , les derives de N-vinyl-pyridine, les derives de 
trialkylammonixun et les derives de chlorure 

15 d'isothiouroniuiD^ 

Avantageusement !• agent de reticulation 
hydrosoluble (2) est choisi parmi le N,N-methyiene 
bisacry lamide (MBA), !• ethylene glycol dimethacrylate, et 
I'amorceur de polymerisation est le chlorure de 2,2'- 

20 azobis amidino-propane (V50) . 

L'etape (d) de separation est de preference 
effectuee selon une technique choisie parmi la 
centrifugation, la filtration, la precipitation, la 
sedimentation et 1 ' application d'un champ magnetique. 

25 Avant I'etape (d) de separation on peut 

eventuellement observer que la reaction d' adsorption s'est 
produite. A titre d'exemple, on peut utiliser les 
techniques de HPLC ou d'eiectrophorfese capillaire. 

Avant d'exposer plus en detail 1" invention, 

30 certains termes employes dans la presents description et 
dans les revendications sont ci-apres difinis : 

Par isolement d'un materiel nucleique selon 
1' invention, on comprend la separation, la detection de ce 
materiel, 1 • enrich issement d'une fraction en materiel 

35 nucieique, selon une methode d' isolement specif ique ou 
aspecifique, de maniSre qualitative et/ou quantitative. 
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Un materiel nuclSlque selon 1' invention est un 
acide nuclgique, un fragment d'acide nucleique, un melange 
d'acides nuclfeiques et/ou de fragments d'acides 
nucliiques, ou une fraction d'acides nuclSiques et/ou de 
5 fragments d'acides nucliiques. Par acide nucleique, on 
entend tout acide nucleique, sous forme libre ou combinSe 
6ventuellement a des protiines, quelle que soit son 
origine cellulaire, bact6rienne, virale ou autre. II 
s'agit indiffferemment d'un acide dSsoxyribonucleique ou 

10 d«un~acide ribonucleique, constitui par un enchainement de 
nucleotides naturels dont les Elements constitutifs sont 
un Sucre, un groupement phosphate et une base azotge 
choisie parmi 1* adenine, la guanine, I'uracile, la 
cytosine, la thymine, et/ou de nucleotides modifies dans 

15 I'un au moins des trois elements constitutifs ; a titre 
d'exemple, la modification peut intervenir au niveau des 
bases, generant des bases modifiees, telles que l*inosine, 
la m6thyl-5-desoxycytidine, la desoxyuridine, la 
dimethylamino-5-desoxyuridine, la diamlno-2,6-purine, la 

20 bromo-5-desoxyuridine, et telles que des bases modifiees 
par un traceur detectable directement ou indirectement par 
des techniques connues de I'homme du metier, H titre 
d'exemple les bases modifiees par la biotine ; au niveau 
du Sucre, & savoir le remplacement d'au moins un 

25 desoxyribose par un polyaraide ; et/ou au niveau du 
groupement phosphate par exemple son remplacement par des 
esters notamment choisis parmi les esters de diphosphate, 
d'alkyl- et aryl-phosphonate et d'alkyl- et aryle- 
phosphorothioate . L'acide nucieique selon 1' invention est 

30 totalement ou partiellement monocatenaire et/ou 
bicatenaire, en particulier il peut consister en un duplex 
sonde-acide nucieique, sonde-f ragment d'acide nucieique, 
amorce-acide nucieique ou amorce- fragment d'acide 
nucieique ; le duplex peut etre un homoduplex ou un 

35 heteroduplex. 
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L' invention est bien sflr appliqu§e a I'isolement 
de fragments d'acides nucleiques tels que d^finis ci- 
dessus, ou oligonucliotides (ODN) , de tallies variables. 

Le materiel nucl§ique peut §tre d'origine 
5 naturelle, et/ou obtenu par reconbinaison g6n6tique et/ou 
par synthase chlnique, a titre d'exemple 11 peut consister 
en une sonde ou une amorce. 

La pr€sente invention est appliquSe S I'isolement 
aspScifique d'une fraction d'acides nucl6iques et/ou de 

10 fragments d'acides nucleiques, contenue dans un 
4chantillon, mais aussi & I'isolement specif ique d'un 
acide nuclSique ou d'un fragment d'acide nucl^ique, ou 
d'un melange d'acides nucl6iques ou de fragments d'acides 
nucleiques, presents dans un 6chantillon. 

15 Un echantillon tel qu'on I'entend selon 

1* invention, conprend tout fechantillon susceptible de 
contenlr un materiel nucl6ique, notanment un echantillon 
biologique tel que celui obtenu a partir d'un fluide 
biologique, un Schantillon d'origine alimentaire. 

20 L'fechantillon consiste en tout ou partie d'un fechantillon, 
en particulier il peut consister en un aliquote, une 
dilution. L'6chantillon peut ou non avoir 6t6 soumis a un 
traitement prfialable notanment de purification ou de lyse 
afin de faciliter la liberation des acides nuclfeiques. 

25 La LCST d'un polymfere tel que celui qui fait 

I'objet de la prSsente invention est notamment dfifinie et 
mesurfee par des techniques dfecrites dans lefs documents 
suivants : Hiroshi Inomata et al., Macromolecules 1994, 

27, 6459-6464. 

30 Une sonde est un fragment nuclfeotidique possfedant 

une specif icitfe d 'hybridation dans des conditions 
determinees pour former un complexe d 'hybridation avec un 
fragment nucl6otidique. Une sonde utilisee dans le cadre 
de la pr6sente invention sera de preference une sonde de 

35 capture, sans pour autant exclure de ce cadre les autres 
types de sondes. 
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Par amorce selon 1' invention, on entend une sonde 
poss6dant une specificity d 'hybridation dans des 
conditions dSterminges pour 1' initiation d*une 
polymerisation enzymatique par exeinple dans une technique 
5 d' amplification telle que la PGR (Polymerase Chain 
Reaction), la technique dite NASBA ("Nucleic Acid 
Sequence-Based Amplification) ou encore la technique dite 
TMA (Transcription Mediated Amplification), dans un 
procidg d ' Elongation, tel que le sequen^age, dans une 
10 methode de transcription inverse ou analogue. 

Par derive acrylamide selon 1* invention, on entend 
un monomfere polymferisable rSpondant H la formule rO- 
CH=C(r1)-CONr2r3, dans laquelle rO, r1, r2 et r3 
repr^sentent un groupe indfependamment choisi parni 
15 I'hydroggne, les groupes hydrocarbonSs inffirieurs, 
linSaires ou ramifiis, aliphatiques ou cycliques, les 
groupes hfitSrocycliques azotes tels que 1» imidazole. 

L' adsorption de materiel nucl6ique telle 
qu'entendue selon la prSsente invention est dgfinie comme 
20 suit : un materiel nuclSique est adsorbi sur un support 
particulaire si aprds un temps de contact entre ledit 
materiel et ledit support, au moins un des groupes 
appartenant aux elements constitutifs du materiel 
nucieique est fixe a la surface du support ; 1' adsorption 
25 results d • interactions ioniques et/ou de liaisons 
hydrogine, et eventuellement d' interactions hydrophobes, & 
1* exclusion de toute liaison covalente, entre le materiel 
et le support. 

Enfin par polymdre f onctionnalise, on entend un 
30 polymSre presentant au moins une interface portant des 
groupes fonctionnels susceptibles de gen§rer avec des 
groupes des elements constitutifs du materiel nucieique, 
I'une quelconque des interactions et/ou liaisons 
impliquees dans le phenomene d' adsorption. Oe preference 
35 ces groupes fonctionnels sont choisis parmi NHj* / NH4+ ; 
NR3* oCl R represente un groupe hydrocarbone, sature ou 
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insature, aliphatique ou cyclique, NR3+ pouvant 
reprfesenter le groups pyridiniuin ; et le groupe 
isothiouronium. 

La pr6sente invention est 4 present dScrite en 
5 rfifirence aux Exemples 1 a 6 et aux Figures 1 a 7 
pr6sent6es ci-apr6s : 

Figure 1 repr6sente la variation de !• interface du 
polymfire en fonction du pH et de la temperature, 

Figure 2 reprfisente I'effet du pH et de la 
10 tempferature sur 1' adsorption de 1»ARN, 

Figure 3 reprfisente I'effet du pH a 40''C sur 
1' adsorption de la BSA, 

Figure 4 repr^sente I'effet de la force ionique et 
de la temperature sur !• adsorption de I'ARN, 
15 Figure 5 reprfesente I'effet du pH & 20 "C sur la 

d6sorption de I'ARN, 

Figure 6 represents I'effet du pH 4 40»C sur la 
dSsorption de I'ARN, et 

Figure 7 repr§sente I'effet de la force ionique & 
20 pH 9,2 et a 20»C sur la dfesorption de I'ARN. 

Pour les figures 2^4, la valeur Ns correspond a 
la quantit6 de I'entite biologique fix6e sur le polymire 
et est exprimfee en milligrammes de molecules biologiques 
f ix^es par milligramme de polymfere. 
25 Pour les figures 5 h 7 , la valeur Ns correspond au 

pourcentage d'ARN Iib6r6s (Ns libre) ou d'ARN non Iib6r6s 
(Ns rfisiduel), par rapport a la quantity d'ARN 
prfealablement adsorbSe sur les particules conform6ment a 
I'exemple 2. 

30 Comme les exemples suivants 1 ' illustreront , les 

conditions de pH, de force ionique et/ou de temperature au 
cours de l'§tape (c) d' adsorption sent d§terminantes . En 
effet, comme on peut 1' observer sur la Figure 1, en- 
dessous d'une valeur de pH egale a 7 et de temperature 

35 infer ieure a la LCST du polymSre, le polym6re presents une 
chevelure hydrophile, charg6e, alors qu'au-dessus d'une 
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valeur de pH §gale a 7 et de temperature superieure g la 
LCST le polymSre pr&sente une conformation retractfee 
hydrophobe et neutre, ce qui entralne une diminution de 
1' adsorption des acides nuclSiques et a la fois une 
5 adsorption croissante des protSines. 

EXEHPLE 1 : PRtPMtATION D*UN POLYMtiRE A BASE DE 

NIFAM 

Trois techniques de polymerisation ont 6t6 
10 utiirsfees pour la preparation de ce polymSre : 

1) polymerisation en batch (ou proc6de en rSacteur ferm§) ; 

2) polymerisation en semi-continu et 3) polymerisation sur 
semence. Dans chacune de ces techniques, les menes 
reactifs suivants ont ete utilises : 

15 * Premier monomSre : N-isopropylacrylamide 

(NIPAM) commercialise par Kodak, 

* Reticulant ; N,N-methyiene bisacrylamide (MBA) 
disponible chez Aldrich, 

* Amorceur : chlorure de 2,2'-azobis amidino 
20 propane (V50) commercialise par Wako, 

* Sel pour ajuster la force ionique : NaCl 
(Prolabo) , 

* Second monomdre, fonctionnel : chlorure de 2- 
aminoethyl m6thacrylate (AEH) commercialise par Kodak. 

25 

1) Polymerisation en batch 

Le premier monomdre (NIPAM), le second monomdre, 
fonctionnel (AEM) et le reticulant (MBA) sont introduits 
ensemble en une seule etape avant que la polymerisation ne 
30 soit amorcee par addition de 1' amorceur (V50) qui se 
decompose sous I'effet de la chaleur en produisant des 
radicaux libres. La duree de polymerisation est de 30 min. 

La formulation du polymSre obtenu a qui on a 
affecte la reference PNIPAM42 est la suivante : 
35 volume total (»> 250 ml 

NIPAM 48,51 mmoles 
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MBA 
AEM 
V50 

Temperature 
5 (a) eau boulllie et dSgaz^e 

Les caractdristiques du 
report§es dans le tableau I sulvant 
Tableau z 



10 



diamare 
DDL20°C 


diam^Wi 
laiUe E^L 
4CfC 


diamitre 
MET 


conceniralion 
en AEM '"^ 


LCST 


a20°C 


292 nm 


164 nm 


129 nm 


14.1 ^mol/g de 
polymire 


31.5 "C 


1.00 
moWl 



15 

(a) dlamdtre mesur^ par diffusion dynamique de la lumidre 
a 20"C 

(b) diamStre inesur§ par diffusion dynamique de la lumiSre 
i. 40»C 

20 (c) diamitre mesurg par microscopie ilectronique a 
transmission 

(d) density de charge exprimee en nmole (amine primaire)/g 
de polymfere 

(e) temperature critique infferieure de solubility (LCST) 
25 determines par mesure de turbidite en fonction de la 

temperature 

(f) concentration critique de coagulation (CCC) a 20»C 
determinee par mesure de turbidite en fonction de la 
salinite (Nacl). 

30 2) Polymerisation en semi-continu 

Une partie de second monomere, fonctionnel est 
introduite dans le rSacteur sur une p6riode comprise entre 
le debut de la polymerisation et la fin de la conversion 
totale de celle-ci. Get ajout peut etre effectue a une 

35 Vitesse d' injection constante (polymerisation par ajout 
continu) ou bien suivant un ajout bien contrfiie a des 



3 mnoles 
0,48 mmoles 
0,30 mmoles 
70'C 

polymers obtenu sont 
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Intervalles r^guliers (polynirisatlon en semi-continu) . Le 
but de cette mithode de polymerisation est d'augmenter 
1 ' incorporation de second monomdre, fonctionnel (chargi) 
sans augmenter le pourcentage de polymdre hydrosoluble 
dans le milieu rdactionnel qui pourrait perturber le 
dSroulement de la polymerisation. 

La formulation du polymire obtenu d qui on a 
affects la reference PNIPAM45 est la suivante : 
volume total (a) 250 ml 

NIPAM 48,51 mmoles 

MBA 3 mmoles 

AEM 0,48 mmoles 

^0 0,30 mmoles 

Temperature 7 0 • C 

a j outs entre 3 et 6 min 

(a) eau bouillie et degazSe 

Les caracteristigue du polymdre PNIPAM45 obtenu 
sont reportees dans le tableau II suivant : 



Tableau II 



diamfttie 
DDL2(«: 


diamitrc 
taille DDL 


MET 


concentration 
en AEM 


LCST<'> 


CCC*'' 

a20°c 


823 nm 


530 nm 


327 nm 


10.()Mmol/g de 
polymire 


32 "C 


1.00 
mole/1 



(a) diam6tre mesure par diffusion dynamique de la lumidre 
a 20»C 

(b) diamStre mesure par diffusion dynamique de la lumiSre 
d 40»C 

(c) diametre mesure par microscopie electronique a 
transmission 

(d) densite de charge exprimee en fimole (amine primaire) /g 
de polymere 
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(e) tempfirature critique infirieure de solubility (LCST) 
dfeterminSe par mesure de turbidit§ en fonction de la 
temperature 

(f) concentration critique de coagulation (CCC) & 20»C 
5 dSterminfee par mesure de turbidit6 en fonction de la 

salinite (NaCl). 

3) Polymdrlsation but semenoe 

Cette technique consists & introduire le second 

10 monomdre, fonctionnel dans un milieu rfeactionnel contenant 
un polymfere pr^alablement pr§par6 et parfaitement 
caract6ris6. Le second monomSre, fonctionnel peut §tre 
additionnS seul ou en mSlange avec le ou les monom6re(s) 
ou les comonom^res , en une etape ou en semi-continu. 

15 La formulation du polymSre obtenu a qui on a 

affecte la reference PNIPAM94 est la suivante : 

Un voliune de 40 ml de semence & un taux de solide 
de 4,5 % est utilise. Les reactifs ont 6t6 ajoutSs dilu6s 
dans un volume de 5 ml d'eau. Les pourcentage raolaires de 

20 NIPAM, de MBA et de V50 ajoutes dans la deuxidme fetape 
sont identiques & ceux de la semence (cf 1)). En revanche, 
la concentration en second monomfere, fonctionnel est 
contr61§e (augment^e ou diminu6e suivant la density de 
charge voulue) ; dans ce cas 10 % (mole) de AEM sont 

25 ajoutes par rapport au premier monomfere NIPAM. 

Les caractferistiques du polymSre PNIPAM94, obtenu 
aprfes rfeenseinencement partir de la semence inscrite sous 
la rfeffirence PNIPAM93 synth6tis6e suivant le mode 
opSratoire dfecrit dans 1), sont report6es dans le tableau 

30 III suivant : 

Tableau III 







diamciiv 


diamcuc '* * 


cmiccmiuiion 


LCST 


CCC <^ 




DDL2()''C 


taiUe DDL 


MET 


c-nAEM"" 




a20''C 


35 














504 nm 


29() nm 


I76iiin 


22.4 Mnu)i/j: dc 


32 °C 


I.IO 










polyincre 




mote/l 
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(a) diamdtre mesurS par diffusion dynamique de la lumidre 
k 20»C 

5 (b) dieunStre mesurfi par diffusion dynaxnique de la lianiSre 
& 40»C 

(c) diamStre mesure par microscopie electronique 
transmission 

(d) densite de charge exprimee en ^mole (amine primaire) /g 
10 de polymSre 

(e) temperature critique inferieure de solubility (LCST) 
dgtermin^e par mesure de turbidit§ en fonction de la 
temperature 

(f) concentration critique de coagulation (CCC) a 20 "C 
15 detenain6e par mesure de turbiditS en fonction de la 

salinite (NaCl) . 

En fin de polymerisation les particules sont 
collectees par simple centrifugation et redispersSes dans 
I'eau ou dans un milieu dgsiri. 
20 Les caracteristiques du polymdre obtenu selon 

I'une quelconque des techniques 1) h 3) sont les 
suivantes : 

- densite de charge (cationique) entre 5 et 150 
Mmol/g de polym&re 

25 - intervalle de la taille des particules comprise 

entre 0,05 et 2 ptm, diamdtre des particules mesure par 
diffusion dynamique de la lumiSre i 20'C 

- intervalle de la concentration critique de 
coagulation (CCC) entre 0,001 et 1,5 mole/1 NaCl a 20»C et 

30 entre 0,01 et 0,9 mole/1 NaCl Sl 40'C. 

EXEMPLE 2: ADSORPTION D'ARN OU DE B6A 
(SERUMALBUHINE BOVINE) SUR DES PARTICULES DE POLYM&RE 
PNIPAM TELLES QUE PRBPARfiES SELON L* EXEMPLE 1 
35 Le protocole suivant const itue le mode operatoire 

general des reactions d' adsorption: 
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Le melange rfeactionnel est constitufe de 10 nl 
d'ARN (4 mg/ml) ou de 50 ^1 de BSA (5 mg/ml) , et de 50 fil 
de particules NIPAM (45g/l) . Le volume final de un 
inillilitre est obtenu par adjonction de tampon phosphate 
5 (10 nM pH 4,6 ou 9,2) et NaCl (5M) afin d'attelndre le pH 
et la force lonlque d6slr§e. 

L* entity molSculalre (ARN ou BSA) est adsorb^e sur 
les particules durant 2 heures (a 20 ou AO'C) avec des 
conditions pr6d6termin6es (pH, force ionique) : le melange 

10 est centrifuge 20 minutes a 14 000 tours par minute. Le 
surnageant est r6cup6r6, filtrS sur filtre Millipore 
Millex-GV13 (0,22 un) afin d'feliminer les particules de 
polymfere en suspension. La quant ite de 1* entity biologigue 
fix6e sur le support polymSre est determinfie par une 

15 simple difference entre la quantity initialement 
introduite et la quantit§ restante et libre (dosfee dans le 
surnageant) : cette quantity est exprimfie en milligramme de 
molecules biologiques par milligramme de polymdre (Ns) . 
Les concentrations d'ARN ou de BSA sent estlmies par 

20 spectrophotomfitrie UV (Kontron Instrument) a une longueur 
d*onde de 260 nm ou 280 nm, respectivement. 

Les essais ont 6t6 realises avec de I'ARN 16S et 
23S ribosomal de E. coli (Boerhinger) et de la BSA (Sigma 
reference A0281) utilises sans purification prealable. 

25 Les particules utilis6es sont des particules 

thermosensibles de PNIPAM94. Ces particules sont tres 
hydrophiles a temperature ambiante et hydrophobes a une 
temperature superieure a la LCST (32»C) . Elles ont ete 
synthetisees comme decrit dans I'exemple 1. 

30 Des tampons phosphate acide (KH2PO4 10 mM pH 4,6) 

et basique (K2HPO4 10 mM pH 9,2) ont ete utilises pour les 
reactions d» adsorption et pour contrdler le pH des 
reactions . 

NaCl (5M) a et6 utilise pour contr61er la force 
35 ionique des reactions. 
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L'eau utilisie dans 1' ensemble des rSactions a 6t6 
purififie sur le systSme de purification Millipore-Milli Q. 

Les incubations ont 6ti realisies sur un 
thermomixer (Eppendorf 5436) . 
5 Toutes les reactions ont realis^es dans des 

tubes Eppendorf de 1,5 ml. 

1) Etude de- 1* influence du pH et de la tempteatxire 
sur 1' adsorption 

10 Conformement li la Figure 2, on observe une 

meilleure adsorption de I'ARN a pH acide qu'S pH basique. 
A pH acide les particules sont largeinent charg^es 
positivement et les acides nuclSiques charges n&gativenent 
se fixent sur les particules via des forces 

15 eiectrostatigues. La fixation est plus importante & 20'C 
qu«a 40»C. Les rSsultats a 40»C illustrent une diminution 
de 1* adsorption. 

ConformSment a la Figure 3, a 40 1' adsorption 
de la BSA sur les particules est possible sans influence 

20 du pH. A 20«»C on n« observe aucune fixation de BSA en 
raison du caractSre hydrophile des particules a cette 
temperature. 

2) Etude de 1* influence de la force ionique et de 
25 la temperature sur 1' adsorption 

Conformement a la Figure 4, les forces 
eiectrostatiques attractives entre les ARN charges 
negativement et la surface de polymgre chargee 
positivement diminuent avec 1 ' augmentation de la force 

30 ionique avec comme consequence une diminution de la 
fixation de I'ARN. 

Dans les memes conditions experimentales, 11 a 6t§ 
verifie que 1' augmentation de la force ionique ne 
favorise pas la fixation de la BSA sur les particules. 

35 En conclusion, les acides nucieiques sont 

preferentiellement adsorbes sur les particules a 
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temperature infSrieure a la LCST (20»C) , a faible force 
ionique et pH acide. Dans ces conditions 1 ' adsorption des 
protiines (telle la BSA) n'est pas favorisfee. 

5 EXEMPLE 3: DfiSORPTIOM D'ARN ADSORB^ 8UR DES 

PARTICULES DE POLYMiRE PNIPAM 

Les r4actifs utilises sont les ia€mes que ceux 
d^crits dans I'exemple 2. 

Le protocole suivant constitue le mode opSratoire 

10 ggniral des reactions de desorption: 

Aprds une 6tape d« adsorption rialis6e conune dans 
I'exemple 2, la rfiaction de desorption est effectuSe aprds 
I'fitape de centrifugation a 14000 tours par minute, le 
surnageant est 61imin6 et remplacfi par un millilitre de 

15 tampon de d6sorption (phosphate (lOmM pH 4,6 ou 9,2) et 
NaCl (5M)) afin d'atteindre le pH et la force ionique 
d&Bir&e. La dfisorption est rSalisfee pendant 2 heures & 
20»C ou 40"C. Le milange est ensuite centrifugfi 20 minutes 
a 14000 tours par minute. Le surnageant est r6cup6rfe, 

20 filtrfe sur filtre Millipore Millex-GV13 (0,22 urn) afin 
d'61iminer les particules de polymere en suspension. La 
quantity d'ARN Iib6r6e est dSterminfee par 
spectrophotomfetrie UV (Kontron Instrument) a une longueur 
d'onde de 260 nm. L' acide nuclfeique rfecupferfe est 

25 disponible pour d'autres analyses. 

1) Etude de 1« influence du pH et de la temperature 
sur la dfisorption de 1*ARN 

ConformSment a la Figure 5, la dfesorption des 
30 acides nucl§iques a pH basique est plus importante en 
raison de la perte de charge sur le polymSre; a pH acide 
la quantite d' acides nucleiques liberfes est beaucoup plus 
faible car les particules sont alors fortement chargfees 
positivement . 

35 confonnement a la Figure 6, comme prficfedemment la 

disorption des acides nuclfeiques est favor is6e a pH 
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basique. Elle est 'egalement favor isee par 1 'augmentation 
de la temperature car pour une temperature sup6rieure a la 
LCST (32 "C) les partlcules se rStractent. 

5 2) Etude de 1* influence de la force lonique sur la 

d6sorption de I'ARN 

ConformSment a la Figure 7, au fur et a mesure de 
1* augmentation de la force ionique, les interactions 
felectrostatiques attract ives entre les ARN et la surface 

10 du p<ylymSre diminuent. 

En conclusion, la dSsorption des acides nucliiques 
est pr6f§rentiellement rfialisfee a 40»C, a forte force 
ionique et pH basique. 

Par ailleurs, la propriStS de retraction des 

15 particules a 40«C (temperature supSrieure a la LCST) peut 
etre exploitfie pour concentrer une solution d'acide 
nucieique. En effet, apr&s adsorption des acides 
nucieiques et elevation de la temperature au-deia de la 
LCST, les particules sur lesquelles sont adsorbis les 

20 acides nucieiques se retractent, occupant ainsi un volume 
moindre qu'a l'6tat relax§ et permettant la reprise des 
particules, aprds centrifugation, dans un volume final 
plus faible. 

25 EXEMPLE 4x ADSORPTION ET DfiSORPTION O'ADN A PARTIR 

D* DUE SOLUTION MIXTE D'ADN ET DE BSA, EN DTILISANT LES 

PARTICULES DE MIPAM 

La solution d'ADN de Staphylococcus epidemidis 

est extraite et purifi6e a partir de colonies isolges de 
30 bactSries, selon le protocole decrit par D. TRECO dans 

Short Protocols in Molecular Biology Second Edition Ed : 

Harvard Medical School, 1992, pp 2-4/2-7, 

Une solution de BSA (serum bovine albumine) 

(Intergen 3210-01) 10 % (p/v) en eau milliQ est utilis6e. 
35 Protocole PCR: la technique de PGR suivie est 

celle decrite par Goodman dans PCR Strategies Ed : Innis, 
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Gelfand et Sninsky Academic Press 1995, ppl7-31. Deux 
amorces d' amplification ont 6t6 utilisfees; elles 
prgsentent les sequences suivantes; 

Amorce 1:5' ATCTTGACATCCTCTGACC 3« >SEQ ID NOl 

5 Amorce 2 : 5« TCGACGGCTAGCTCCAAAT 3' >SEQ ID N02 

Les cycles de temperature suivants ont 6te 
utilises lore du protocole d' amplification: 
1 fois 3 minutes 94 "C 

10 2 minutes 65»C 

35 fois 1 minute 72 »C 

1 minute 94 'C 

2 minutes 65 "C 
1 fois 5 minutes 72 «C 

15 10 Hi de produit d' amplification sont dfiposfis sur 

gel d* agarose 0,8% (FHC 50003) prfialablement colorfi au 
bromure d'^thidium. Apr&s migration 61ectrophor6tique 45 
minutes H 180V, les bandes d'acides nuclSiques sont 
visualisies sous rayonnement ultra-violet (D. VOYTAS dans 

20 Short Protocols in Molecular Biology Second Edition Ed : 
Harvard Medical School, 1992, pp2-13/2-14) . 

1) Adsorption et d6sorption d'ADM sur les 
partioules et detection aprds technique PGR, de I'AON 
25 Iib6r6 

Une solution d'ADN (lO^o copies/ml) a §t6 adsorbfie 
sur les particules a 20«'C, pH 4,6 pendant deux, heures puis 
soumise a une etape de d^sorption de 15 minutes d 41«C, pH 
8,3, force ionique 0,05 M corome d€crit dans les exemples 2 

30 et 3, respect ivement. Apres I'fetape de desorption et 
centrifugation, le mat§riel r6cup6r6 dans 50 ;il de 
surnageant a 6t6 amplifie par PGR et analyse sur gel 
d' agarose 0,8 %. Une bande de taille attendue (490 pb) est 
dfetectie sur gel. Par ailleurs, la quantite d'ADN dfetectfee 

35 apr^s PGR est au moins fequivalente a celle d6tect6e aprfes 



wo 97/34909 



PCT/FR97/00496 



21 

amplification par PGR de 10^ copies/ml d'ADN non adsorbs 
au prfialable sur particules. 

Les particules de NIPAM94 peuvent done €tre 

igalenent utilis§es pour adsorber de I'AON. Apr&s 

5 d6sorption I'ADN peut etre utilise dans une reaction 
d' amplification de type PGR. 

2) Adsorption d'ADN a partir d'une solution mixte 
ADN et BBA, et detection apres technique FOR, de I'ADN 
Iib6r6 par dfisorption 

Une solution d'ADN (iQio copies/ml) en presence de 
10 % (p/v) de BSA est soumise & une 6tape d* adsorption et 
de dgsorption comme dficrit dans I'exemple 4-1. Les m6mes 
techniques d' amplification et de detection sont utilisfies. 
Un ADN de taille attendue (490 pb) est detects sur gel. 
L* intensity de la bande d'ADN visualisSe est la m§me en 
presence ou en absence de BSA. 

Les particules de NIPAM94 permettent d' adsorber et 
de libfirer par d6sorption de I'ADN provenant d'une 
solution mixte ADN - 10% BSA. La presence de la BSA dans 
la solution initiale ne perturbe pas 1' adsorption de I'ADN 
sur les particules. 

EZBMPLB 5 : FDRZFICATION D'ACIDES NUCLBIQUES ISSUS 
25 D*tni LTSAT BACVERIEN (Staphylococcus epidermidis} EN 
UTZLISAMT LES PARTICULES DE MIPAM 

1) Preparation du lysat bact^rien 

Une culture de Staphylococcus epidermidis est 
r6alis§e pendant une nuit a 37 "C. Le nombre de bacteries 

30 contenues dans la suspension est estiin§ par mesure de la 
density optique a 550 nm. Des culots bacteriens, contenant 
respectivement 2,10^, 2.10* et 2.lol bactSries, sont 
realises en tubes de 1,5 ml par centrifugation 3 minutes & 
14 000 tours. Le surnageant est Slimini et le culot 

35 bactSrien est lys€ selon la technique dfecrite ci-dessous 
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(adaptation de Arora et al., J. Dairy Sci. 1990, 21, 264- 
273) . 

Le culot est repris par 1 ml de tampon (Tris 30 
nM, NaCl 100 mM, EDTA 5 siH, pH 7,2) contenant 6 mg/ml de 
5 proteinase K (Boehringer) et 300 til de billes de verre. Ce 
melange est agit6 sur un vortex et incub6 15 minutes d 
37 "C. Aprds une 6tape de centrifugation (3 minutes Ik 
14 000 tours) , le surnageant, contenant les acides 
nucl6igues est r4cup6re pour les etapes ult^rieures. 

10 

2) Purification des aoides nuolSiques 

Les particules utilis6es sont des particules 
thermosensibles de PNIPAM94 dont la synthase est dScrite 
dans I'exemple 1. 

15 Le protocole suivant constitue le mode op6ratoire 

g6n6ral des reactions de purification. 

Le melange rfiactionnel est constitue de 50 nl de 
lysat bacterien, contenant respectivement 10^, lo^ et 10® 
bacteries, et de 2 mg de particules. Le volume final de un 

20 millilitre est obtenu en compietant le volume rfiactionnel 
par du tampon phosphate (10 mM, pH 4,6). La r§action est 
incubee durant 30 minutes sur un thermomixer (Eppendorf 
5436) a 20»C. Aprfes une 6tape de centrifugation de 20 
minutes, & 14 000 tours par minute, le surnageant est 

25 eiimine. La dfisorption des acides nuclfiiques, fixes sur 
les particules, est realisee par I'effet de la force 
ionique en ajoutant 50 /il de tampon d'eiution (KCl 0,5 M, 
pH 8,3) ; la reaction est incubee durant 15 minutes a 42 •€ 
sur le thermomixer. Apres une nouvelle etape de 

30 centrifugation de 20 minutes, a 14 000 tours par minute, 
le surnageant contenant les acides nucleiques est 
recup6re ; 10 /il sont utilises pour une etape 
d' amplification de I'ADN (PCR) et 5 nl pour une 6tape 
d« amplification de I'ARN (NASBA) . 

35 

3) Detection des acides nucieiques 
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Les acides nuclSiques purifies sont analyses apres 
une §tape d' amplification enzymatique (PGR pour ADN at 
NASBA pour ARN) . Les produits d* amplification sont ensuite 
r€y61€s par des techniques ELOSA (Enzyme Linked Oligo 
5 Sorbent Assay) en microplaque (NASBA) ou VIDAS (PGR) . 

Protocole PGR : le protocole suivi est le m^me que 
celui dfecrit dans 1' example 4. Les produits 
d' amplification (90 nl) sont analyses sur 1' automate 
d • immuno-analyse Vidas (bioMferieux) conform§ment au 
10 protocole d6crit par Mabilat et al., J. Clin. Microbiol ; 
1994, 21, 2702-2705, les sondes de capture et de detection 
6tant les suivantes : 
sonde de capture : 

5* ACCACCTGTCACTCTGTCCC 3' SEQ ID NO: 3 
15 sonde de detection : 

5' 66AA6G6GAAAACTCTATCTC 3* SEQ ID NO: 4 

La sonde de detection est conjugu^e H la 
phosphatase alcaline. 

20 Protocole NASBA : le protocole suivi est le mgme 

que celui d6crit par Kievits et al., J. Virol. Methods 
(1991) 35, 273-286. Les amorces utilis^es prfisentent les 
sequences suivantes : 
amorce 1 : 

25 5' TC6AA6CAACGCGAA6AACCTTACCA 3' SEQ ID NO: 5 
amorce 2 : 

5' AATTCTAATA CGACTCACTA TAGGGAGGTT TGTCACCGGC AGTCAACTTA 

GA 3' SEQ ID NO: 6 

Les produits d 'amplification (5 Ml) sont analysis 
30 avec une technique Elosa en format microplaque 

conform6ment au protocole dfecrit par Mallet et al., J. 

Clin. Microbiol. (1993) 31, 1444-1449. Les sondes de 

capture et de detection prisentent les sequences 

suivantes : 
35 sonde de capture : 

5' GATAGA6TTTTCCCCTTC 3' SEQ ID NO: 7 
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sonde de detection : 

5« GACATCCTCTGACCCCTCTA 3' SEQ ID NO: 8 

La sonde de detect ion est conjugu6e d la 
pferoxydase de raifort. 
5 La proteinase K itant un inhibiteur connu des 

reactions d' amplification, des dilutions, de 1/10 en 1/10, 
sont rSalisees avant les Stapes d' amplification pour 
quantifier le degrS de purification obtenu. 

Les rfisultats obtenus sont rassemblSs dans le 
10 tableau IV en annexe. 

On v6rifie le pouvoir inhibiteur de la proteinase 
K puisqu'il faut diluer 1 'echantillon au 1/1 000 avant 
I'etape d' amplification. AprSs I'etape de purification 
l«6chantillon n'est plus dilue qu»au l/lO avant I'fitape 
15 d' amplification, ce qui repr^sente un gain d'lin facteur 
100. Les particules permettent de purifier conjointement 
I'ARN et I'ADN presents dans 1 ' §chantillon. Ces acides 
nucieiques sont compatibles avec les etapes 
d* amplification enzymatique. 

20 

EXEHPLE 6 : PURIPICATION D' ACIDES NUCLBIQUES ISSU6 
D'ON LYSAT BACTERIBM {Staphylococcus epidermidis) EN 
DTILISAHT LE POLXMBRB NIPAM GREPPE SUR ON NOYAU MAGNBTIQDB 

Les part icu les dScrites dans les exemples 
25 precedents presentent 1 • inconvenient de necessiter des 
etapes de centrifugation aprSs les etapes d' adsorption et 
de desorption. ces etapes sont longues (2 fois 20 minutes) 
et difficilement automatisables. Une alternative possible 
est de greffer le polymSre de Nipam sur des supports 
30 magnetiques cationiques. Un des supports testes est le 
latex magnetique cationique R95-07 (Estapor, Rh6ne- 
Poulenc) dont les particules sont polydisperses. 

La capacite de purification des particules ainsi 
obtenues a ete testee. 

35 

1) syntbdse des particules magnetiques de Nipam 



wo 97/34909 



PCr/FR97/00496 



Les particules Estapor cationiques R95-07 ont it6 
encapsulges. Avant chaque encapsulation les particules ont 
it6 lav6es 3 fois avec une solution d'acide chlorhydrique 
0,005 M. 

5 1 g de particules semence est dilug dans 40 ml 

d'eau milllQ prSalablement chauff4e i ebullition et 
d^gaz^e avec de 1' azote. 

StyrSne : 100 /ig 
NIPAM : 0,3254 g 
10 BAM : 0,0274 g 

MAE : 0,0740 g 
Triton X-405 : 0,14 g 
V50 : 0,0061 g 

100 nq du styr&ne pour I'Stape de pr^gonf lenient 
15 (temps 2 h a 70'C) , le NIPAM, BAM et MAE sont solubilis^s 
dans 10 ml d*eau et introduits sur la semence (latex 
Estapor). L*amorceur solubilisg dans 1 ml d'eau, est 
ajoutg pour pemettre la polymerisation autour des 
particules semence. La polymerisation a §ti rSalisge sous 
20 atmosphere d'azote, a 70*C. 

Ces particules portent alors une charge de 220 et 
de 82 /imol de NH2/g de particules sans modifier le 

distribution en taille des particules. 

25 2) Purification des aoides nucieiques 

Le protocole utilise est le meme que celui decrit 
dans I'exemple 5 avec les modifications suivantes. 

- 200 fig de particules ont ete utilisees, 

- les etapes de centrifugation, pour separer les 
30 particules des surnageants, sont suppriin6es et remplacfees 

par des etapes de separation sous I'effet d'un champ 
magnetique (dispositif de separation magnetique, Promega 
Z5342) . 

L' ensemble des autres etapes demeure inchange. 
35 Les resultats sont rassembies dans le tableau V en 

annexe. 
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On retrouve le pouvoir inhibiteur de la proteinase 
K puisqu'il faut diluer 1 'Schantillon au 1/1 000 avant 
l'6tape d» amplification. AprSs I'Stape de purification, 
I'fichantillon peut §tre dilufi au 1/10 (PGR) ou 1/100 
5 (NASBA) avant I'itape de purification, ce qui reprfisente 
un gain d'un facteur 10 k 100. Ces particules permettent 
ggalement de purifier conjointement I'ARN et I'ADN present 
dans I'gchantillon. Ces acides nucl6iques sont compatibles 
avec les stapes d' amplification enzymatique. 
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TABLEAU IV 





Avant 
Purification 


Aprte 
Purification 






10exp7 

bact^ries. 


neg* 


nt* 






i/10 


neg 


+++ 


VIDAS 




1/100 




+++ 






1/1000 


+++ 


♦++ 


> SOQO RF\^: +++ 




1/10000 


■H-f 


nt 




PGR 


lOexpS 
bact^riea. 


neg 


nt 


2000-6000 RFV: -h 




1/10 


neg 


*** 




ViDAS 


1/100 


neg 


+ 


500*2000 RFV: + 




1/1000 


+ 


nag 






1/100(K) 


nep 


nt 


< 500 RFV: neg 




lOexpO 
bad^ries. 


neg 


nt 






1/10 


neg 


neg 






1/100 


r>eg 


neg 






1/1000 


neg 


+ 






1/10000 


neg 


nt 






10exp7 
bact^ries 


neg 


nt 






1/10 


neg 


♦•M- 






1/100 


neg 


+++ 


^LQgA 




1/1000 


+++ 


+♦+ 






1/10000 


++♦ 


nt 


0O#saturte:-H-i> 


NASBA 


lOexpS 
bactdfles. 


neg 


nt 






1/10 


neg 


neg 


DO 1000-2500: ♦+ 


6L0SA 


1/100 


nap 


♦++ 






1/1000 


++ 


+++ 


00 300-1000: + 




1/10000 




nt 






lOexpO 
bactdries. 


neg 


nt 


DO < 300: neg 




1/10 


neg 


+ 






1/100 


neg 


+++ 






1/1000 


+-M- 


+++ 






1/10000 


♦++ 


nt 





"neg: adgaiif 
*nt. non tost^ 

§RPV: relative fluorescent value 
i(O0: density nptique 



f 
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Avant 
Purification 


Apr6s 
Purification 




10exp7 
bactdiies 


neg" 


nt* 




1/10 


neo 


+++ 




1/100 


neg 






1/1000 


+++ 


+ 




1/10000 


+++ 


nt 


PCR 


lOexpS 
bact^ries. 


neg 


nt 


VIOAS 


1/10 


nea 


neg 


1/100 


nea 


neg 




1/1000 


+ 


neg 




1/10000 


neg 


nt 




lOexpO 
baet6ries. 


neg 


nt 




1/10 


neg 


neg 




1/100 


neg 


++? 




1/1000 


neg 


neg 




1/10000 


ncfl 


nt 




10Bxp7 
bactSries. 


neg 


nt 




1/10 


nea 


neg 




1/100 


neg 


+++ 




1/1000 


+++ 


+++ 




1/10000 


+++ 


nt 


rOASBA 


lOexpS 
bactdries. 


neg 


nt 




1/10 


neg 


neg 


^LOSA 


1/100 


neg 


+ 




1/1000 


++ 






1/10000 


+++ 


nt 




lOexpO 
bactdries. 


neg 


nt 




1/10 


neg 


neg 




1/100 


nea 


+++ 




1/1000 


+♦+ 






1/10000 


+++ 


nt 



VIDAS 
5000 RFV§: ++4 
2000-5000 RFVi-H 

500-2000 RFV: * 
<500RFV:neg 



ELOSA 
DO#8atuiite:-<"M- 

00 1000-2500: ** 
DO 300-1000: -t^ 
DO < 300: neg 



"ncfe: ndfiaiif 
*ntinontcst6 

§RFV: relative fluoiescont value 
#00: < 
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REVEN0ICATI0N8 

1. Procede d' isolement, en phase aqueuse, 

d'un materiel nuclfiique, present dans un echantillon, 
5 comprenant une 6tape d« adsorption dudit materiel 
nuclSique, sur un support partlculaire, caract^risd en ce 
que : 

* selon une £tape (a) dite d'obtention du r^actif 
d' adsorption, on dispose d'un rSactif d' adsorption 

10 comprGnant un sol constitu6 par une phase continue aqueuse 
et une phase discontinue du support particulaire qui 
comprend un polymSre particulaire, f onctionnalisg, ledit 
polymSre 6tant obtenu par polym6risation de (1) un premier 
nonom&re hydrosoluble, d • aery lamide ou d»un d^rivfi 

15 d* aery lamide, (2) au moins un agent de reticulation et (3) 
au moins un second monomfere, fonctionnel, cationique et 
hydrosoluble, et ledit polym&re pr^sentant une temp§rature 
critique inferieure de solubilite (LCST) prfidfeterminfie qui 
est comprise entre 25 et 45»C, 

20 * selon une 6tape (b) dite de mise en contact, on 

met en contact le r§actif d' adsorption avec I'^chantillon 
contenant le matiriel nucl^ique, 

* selon une gtape (c) dite d' adsorption, pour la 
mise en contact selon (b) , on choisit au moins un des 

25 paramfetres suivants pour le milieu r6actionnel: 

- pH au plus 6gal a 7, 

- force ionique au plus ggale & 10-2 

- tempfirature infSrieure a la LCST du polymire, 

* selon une 6 tape (d) dite de separation, aprds 
30 §ventuellement avoir observe que 1' adsorption a eu lieu, 

on sfepare la phase discontinue de la phase continue, et 

* selon une etape (e) dite de dSsorption, on 
dissocie, par desorption, le materiel nucleique par 
rapport au support particulaire, en augmentant la force 

35 ionique jusqu'S une force ionique superieure 4 10~2m. 
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2. Proc6d6 selon la revendication 1, 
caract6ris6 en ce que pour I'Stape (e) de desorption, on 
fait en outre varier au moins un des paramStres choisis 
parmi le pH et la temperature comme suit : 

5 - augmentation du pH jusqu'a un pH super ieur Sl 7, 

- augmentation de la temperature jusgu*a une 
temperature supfirieure Ik la LCST du polymSre. 

3. Precede d'isolement, en phase aqueuse, 
d»un materiel nucieique, present dans un echantillon, 

10 comprenant une etape d' adsorption dudit materiel 
nucieique, sur un support particulaire, caractirise en ce 
que : 

* selon une etape (a) dite d'obtention du reactif 
d' adsorption, on dispose d'un reactif d« adsorption 

15 comprenant un sol constitue par une phase continue aqueuse 
et une phase discontinue du support particulaire qui 
comprend un polymgre particulaire, fonctionnalise, ledit 
polymere etant obtenu par polymerisation de (1) un premier 
monomfere hydrosoluble, d'acrylamide ou d'un derive 

20 d'acrylamide, (2) au moins un agent de reticulation et (3) 
au moins un second monomSre, fonctionnel, cationique et 
hydrosoluble, et ledit polymSre presentant une temperature 
critique inferieure de solubilite (LCST) predeterminee qui 
est comprise entre 25 et 45«C, 

25 * selon une etape (b) dite de mise en contact, on 

met en contact le reactif d' adsorption avec I'echantillon 
contenant le materiel nucieique, 

* selon une etape (o) dite d 'adsorption, on 
choisit, pour la mise en contact selon (b) , une force 

30 ionique au plus egale S 10-2 » pour le milieu reactionnel, 

* selon une etape (d) dite de separation, aprfes 
eventuellement avoir observe que 1' adsorption a eu lieu, 
on separe la phase discontinue de la phase continue. 

4. Precede selon la revendication 3, 
35 caracterise en ce que, selon 1' etape (c) d' adsorption, on 

choisit en outre, pour la mise en contact selon (b) , au 
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mo ins un des paramStres suivants pour le milieu 
reactionnel : 

- pH au plus 6gal a 7, 

- temperature infirieure a la LCST du polymSre. 

5 5. Proc6d6 selon I'une quelconque des 

revendications 14 4, caractSrisS en ce que le support 
particulaire consiste en un polymSre particulaire, 
fonctionnalisfe, obtenu par polymerisation de (1) un 
premier monomere hydrosoluble, d'acrylamide ou d'un dSrivfi 

10 d'acrylamide, (2) au moins un agent de reticulation 
hydrosoluble et (3) au moins un second monomfere, 
fonctionnel, cationique et hydrosoluble, et ledit polymSre 
prSsentant une temperature critique infSrieure de 
solubilite (LCST) prfideterminee qui est comprise entre 25 

15 et 45»C. 

6. Precede selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterisi en ce que le support 
particulaire comprend en outre un noyau organique ou 
inorganique, recouvert en totalite ou en partie par ledit 

20 polymSre particulaire, ledit noyau ne modifiant pas les 
propriStes d' adsorption du polymSre vis-a-vis dudit 
materiel nuclSique. 

7. ProcSdS selon la revendication 6, 
caracterlse en ce que le noyau est un noyau de 

25 polystyrSne. 

8. Precede selon la revendication 6 ou 7, 
caracterise en ce que le noyau comprend un compose 
magnetique . 

9. Precede selon I'une quelconque des 
30 revendications precSdentes, caracterise en ce qu'on ajoute 

dans I'Schantillon avant I'etape (b) , ou dans le milieu 
reactionnel aprSs I'Stape (b) et notamment aprSs I'etape 
(c) ou I'etape (d) , au moins une sonde et/ou une amorce 
susceptible de s'hybrider specif iquement sur le materiel 
35 nucieique. 
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10. Procedg selon I'une quelconque des 
revendications 1^8, caract£rise en ce que : 

* selon (b) et (c) , on met en contact le reactif 
d' adsorption avec le materiel nucl€ique consistant en une 

5 sonde ou vine amorce, pour obtenir un reactif 
d» hybridation, 

* selon (b'), aprds gventuellement avoir observ6 
que 1' adsorption a eu lieu, et s6par6 du milieu 
r6actionnel le rSactif d' hybridation, on met en contact 

10 ledit rfeactif d 'hybridation avec un milieu contenant au 
moins un acide nuclSique ou fragment d'acide nuclfiique, 
dans des conditions adapt^es pour 1 'hybridation ou 
1' Elongation de 1' amorce. 

11. Proc6d6 selon I'une quelconque des 
15 revendications pr4c6dentes, caract6ris6 en ce que la LOST 

du polymSre est comprise entre 30 et 40 "C. 

12. Proc6d6 selon I'une quelconque des 
revendications prficfidentes, caract€ris§ en ce que le 
premier monomfire (1) est choisi parmi les N- 

20 alkylacrylamides et les N,N-dialkylacrylamides. 

13. Proc6d6 selon la revendication 12, 
caract6ris6 en ce que le premier monomSre (1) est choisi 
parmi le N-isopropylacrylamide, le N-6thylm§thacrylamide, 
le N-n-propylacrylamide, le K-n-propylm6thacrylamide, le 

25 N-isopropylra6thacrylamide, le N-cyclopropylacrylamide, le 
N,N-di6thylacrylamide, le N-m€thyl-N-isopropylacrylamide, 
le N-m§thyl-N-n-propylacrylamide, le premier monomSre 
6tant de pr6f6rence le N-isopropylacrylamide (NIPAM) . 

14. ProcSdS selon I'une quelconque des 
30 revendications pricfedentes, caractSrisfe en ce que le ou 

les seconds monomeres fonctionnels (3) sont choisis parmi 
les derives acryliques et methacryliques, le chlorure de 
2-amino6thyl methacrylate (AEM) , les derives de N-vinyl- 
pyridine, les d6riv§s de trialkylammonium et les d6riv6s 
35 de chlorure d ' isothiouronium. 
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15. Proc6de selon I'une quelconque des 
revendications prec6dentes, caracterise en ce que 1 'agent 
de reticulation hydrosoluble (2) est choisi parmi le N,N- 
mfethylSne bisacrylamide (MBA), 1' ethylene glycol 

5 dimSthacrylate. 

16. Prccgdg selon I'une quelconque des 
revendications pr§c6dentes, caractfirisS en ce que 
I'amorceur de polymerisation est choisi parmi les 
amorceurs neutres et cationiques, hydrosolubles, tel que 

10 le chlorure de 2,2'-a2obis amidino-propane (V50) . 

17. ProcSde selon la revendication 3, 
caracterise en ce qu'il comprend, apr6s l'€tape (d) de 
sSparatiort, une etape dite de desorption, selon laquelle 
on dissocie, par disorption, le materiel nucieique par 

15 rapport au support particulaire, en faisant varier au 
moins un des paramStres choisis parmi la force ionique, le 
pH et la temperature, comme suit : 

- augmentation de la force ionique jusqu'H une 
force ionique super ieure a lO'^H, 

20 - augmentation du pH jusqu'i un pH superieur d 7, 

- augmentation de la temperature jusqu'^ une 
temperature superieure a la LCST du polym6re. 

18. Procede selon I'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce que l'6tape 

25 (d) de separation est effectuee par une technique choisie 
parmi la centrifugation, la filtration, la precipitation, 
la sedimentation, et 1 'application d'un champ magnetique. 
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